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論 文 内 容 要 旨
第 ¶章 序論
ヘ ミセル ロースは植物細胞壁のセルロー ス ミク ロフィブリル 間に存在す る多糖類の うち、ペクチ
ン質 を除いた多糖類の繕称 である。β一1,4-D一キシラ ンは代表的なヘミセル ロースの構成成分で あ り、
レキ シ ロー スが β(1→4)結 合 して主鎖 を形成 し、側鎖 として レアラビノース 、4-0一メチル グルク
ロン酸等が ランダムに結 合 した構造の多糖で ある(Fig.1A、B)。 β一1,4{⊃一キ シランは、わが 国の主
要な未 利用バイオマス資源 であるイネ由来の稲わ ら、もみが らに も多量 に存在す る。「β一114一キ シ
ラナーゼ」 はそれ らβ一1,4む一キシランを加水分解 し、機能性食品および医薬品 と して利用価値 の高
いキ シロオ リゴ糟 を生産するために有用な酵素 である。1991年 、本研究室Dungに よ り単離 され
たPaeη'bac〃ussp.W」61(旧 ハθmmoηascaMlaeW」61)は 分子量 およびキシラン分解の諸性質の
異な る5種 のキ シラナーゼ(Xyn1、2、3、4お よび5)を 菌体 外に産生する。 これ らの うち最も
低分子量のキ シラナーゼであ るXyn1(22k)の 諸性質は本研究室のDungに よ り検討 され、 その
遺伝子がク ローニ ングされた 。Xyn1は 、β一1,4一【トキ シラ ンか ら主反応産物 と してキ シロオ リゴ糖
(X2、X3お よびX4)を 生 じる加水分解活性 だけでな く、X4お よびX5を 基質 とした場合 に顕著
なtransxylosidase活 性 を示す 。Xyn1は 、その一次構造配列 および基質特異性か ら糖質加水分解
酵素(GlycosideHydrolase:GH)フ ァミリー11に 分類 され る。また、xyηプ周辺領域 には β一1,4-D一
キシランおよびヘ ミセル ロー ス分解に関与す る遺伝 子の存在が示唆 され、xy醒 がヘ ミセル ロース
分解 に関与する遺伝子クラスター 中に位置 している ことが予想 された。
本博士論文では先≠ 、Xyn1のtransxylosidase活 性の メカニズム を解明するために 、 リコ ンビ
ナ ン トXyn1(rXyn1)のxylanaseltransxylosidase反 応様式の よ り詳細な解析 を行 った。次 いで、
xy醒 のゲ ノム上 にお ける位置 を調ぺ るためにDungに よ リクローニ ングされたxγ 所 を含 む約
6.4kbp断 片およびその周辺領域の遺伝子解析 を行 った。さらに、xyη7の す ぐ下流に存在 す る αお
がXyn1の 活性発現に重要な役割 を担っている ことを見出 し、その遺伝子産物であるORF6の 詳
細な機能 および局在 について解析 を行った。
一420一
第2章rXyn1のxylanaseltransg8ycosyla髄on反 応 様 式 の 解 析
Pae〃 施ac〃μssp.W」61の 産生す る5つ のキ シラナーゼの うち、Xyn1は 発 現量が最 も多 く、本
菌 の β一1,4一レキ シラン分解 において重要な役割 を果た して いると考 えられ るが、その反応様式に関
す る詳細な研究はなされていなか った。一方、Xymが もつ顕著 なtransxylosidase活 性の産物で
ある長鎖 キシロオ リゴ糟は、利用価値の非常に高 い物質であ り、transxylosidase反 応機構 を解 明す
る ことはそれ ら長鎖キ シロオ リゴ糖の効率 よい生産の研究へ発 展す ることが期 待 される。
本章で は、大腸菌 を宿主に発現、精製 したrXyn1を 様 々な重合度のキシ ロオ リゴ糖お よび還元
末端 を還元 したキ シロオ リゴ糖 を基質 として 反応 させ、FACE(伽orophore。assistedcarb◎hydrate
electrophoresis)法 を導入す ることによ り、加 水分解産物お よび転移産物の重合 度 と量比 を経 時的
に解析 することに成功 した。その結 果、本酵素 の有効サ ブサイ ト掌は6で あ り、サ ブサ イ ト ー2か
ら+2ま でが埋まることが必須 であることを明 らかに した(Fig.2》 。また 、本酵素 はX2以 上の単
位でキ シロオ リゴ糖を転移する 鉱ansglyc◎sylasionを 行っている ことを明 らかに した(Fig.2)。
第3章 朋7周 辺 領 域 に お け る ヘ ミセ ル ロ ー ス 分 解 ・資 化 遺 伝 子 群
私 は、xyη7を ク ロー ン化す る過程 で作製 したサ ブク ロー ンをRBB一 キ シランプ レー トよで生育
させ た際、コ回ニーの周囲に形成 されるハ ロの大 きさに違いがあ ること、それが各 クロー ンの保持
しているxγ η7周 辺領域 の違 いによ るものである ことを見 出 した(Fig.3A)。 近 年、細 菌において
ヘ ミセル ロース分解に関与す る遺伝 子がゲ ノム上の一ヵ所に集中 し、ク ラスター を形成 しているこ
とが報告 されている。以上の ことか ら私は、xy所 の下流に他の β。1,4嶋一キ シラ ン分解に関与する
酵素 の遺伝子あるいはXyn1の 発現に影響 を与 える遺伝子が存在 するの ではな いか と考えた。そこ
で、xy所 周辺領域 におけるヘ ミセル ロース分解 に関与する遺伝 子群の存在 を確認す るため、ク ロ
ーニングされたxyη7の 周辺領域約6 .4kbの 塩 基配列 をシ ョッ トガ ンシー クエンス法によ り完全
に決定 し、さらにinversePCRを 用 いてxyπ7周 囲約12kbの 塩基配列 を決定 した。その結果、
6っ のヘ ミセル ロース分解 ・取 り込みに関与す ると考え られ るoげ(αf7、2、3、4、7お よび8)を
見出 し、xγη7周 辺領域 におけるヘ ミセル ロー ス分解 ・資化に関す るクラス ター の構造 を明 らかに
した(Fl9.3B、 殆ble1)。 一方、xγ所 のす ぐ下 流に、推定 リポ タ ンパ ク質 をコー ドする と考 え られ
るoげ(o㎡6》 を見出 した。
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第4章ORF6の 機 能 お よ び 局 在 の 解 析
第3章 よ り見 出 したo㎡6の 存在 はxyη7サ ブク ロー ンがRBB一 キ シランプレー ト上 に大きな
ハ ロを形成 した原因のひ とつ と考え られ た。ORF6は 、第3章 において見出 した他のORFと は
異な り糖質加水分解酵素やABCト ラ ンスポーターなど、多糖 の分解 および糖の輸送に関与す るタ
ンパ ク質 とはホモ ロジー をもたず、θa(漁ssホeaπ 肋emoρ ね〃σsのXynAの 転写促進因子 と推定さ
れ ていたXaiFと 高 いホモ ロ ジー を有 して いた(Fig.4A)。 しか し、ORF6お よびXaiF中 には
DNA結 合 モチー フが存在 しない ことか ら、 これ らを転写促進因子 と考 えることは困難で ある。私
は、ORF6が リポ タンパ ク質特有の リポボ ックス(一LSAC。)を 含む シグナル様配列をN末 端領域
に有 してい る ことを見出 し、ORF6が リポ タンパ ク質 としてXyn1の 発現に強 く関与 しているの
ではないか と考 えた(Rg.4A)。
本章 で は 、'先ず 大 腸菌 体 内 に お け るORF6の 機 能 を明 らか に し(Fig.4B、c)、 次 い で
ρaeηめac肋s'sp.W」61に おいて、αプ6破 壊株 およびその相補株 を作製 し、推定 リポタンパク質 で
あるORF6の 発現、細胞 内の局在 およびxγ 所 発現に対す るORF6の 詳細な機 能について検討
を行 った(Fig.4D、E)。 その結 果、oRF6はxyn1の フォールデ ィングに関与す るシャペ ロン様
タンパク質 と して機能 して いることが強 く示唆 され た。
第5章 総 合 論 議
FACE法 によ る反応産物キ シ ロオ リゴ糖の解析 によ り、本Xyn1の サ ブサイ ト数とx2以 上の
単位でのxylanaeltransglc◎syl謡on反 応のモデル を構蘂す る ことに成功 した。GHフ ァ ミリー11
のキ シラナー ゼは生物種 を越 えて非常に保存性が高い酵素 であるが 、本Xyn1の 様にX3よ り重
合度が低いキ シ ロオ リゴ糖を基質 と認識せ ずも最終反応産物 と してX3を 優位 に蓄積す るキシラナ
ーゼの報告は極め て少ない。基質の認識に閥 して、他のファミリー11の キシラナーゼの結晶構造
か ら予測され るサ ブサイ トが 一2醐+1の3つ であるのに対 し、本Xyn1に おいては 一2～+2ま で
の4つ のサ ブサ イ トがXyn1の 活性 、特に本Xyn1の 他のフ ァミリー11キ シラナーゼに比べ非
常に強 い 甘ansglycosylation活 性に重要 な役割 を果た していると考え られ る。Xyn1は ファミリー
11の キシラナーゼ におけるサ ブサ イ トやそれ 以外 の領域にお けるわずかな一次配列の違 いによ り
現れ る構造 と機能の相関を解析す る上 で重要 な材料になるであ ろう。
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一方
、xyη7周 辺領域 の解析によ り、xy所 がヘ ミセル ロース分解 に関与する遺伝子のク ラス ター
内に存在す る ことが示 された。本菌はxy所 の他に2つ のキシラナーゼ遺伝 子(xy"3、xyη5)を
有 して いる。本 菌におけるこれ ら3つ の遺伝子のゲ ノム上の位置 を把握 し、その周辺の遺伝 子解
析 を行 うことは、本菌がどのよ うに して3つ のキシラナーゼ遺伝子産物(Xyn2、Xyn4を 含めて5
つ)お よび他の β一1,4-b一キ シラン分解 に関与す る遺伝子産物 を用 いてβ一1,4-D一キ シランを分解 ・資
化 して いるか、 さらには他の酵素群 とどの ように連携 してヘミセル ロース を分解 しているのか を解
明する手がか りになる と考 えられ る。さ らに、本博士論文にお いて見 出 したORF6は 、xyηプ'発現
が誘導 され 、培養上清に大量 に分泌 され る際にスムーズにXyn1の フォー ルディングを行 うシャペ
ロン様 タンパク 質と考 えられ た。現在 までキ シラナーゼが特異的なシャペロンによって フォール デ
ィング を受 けて分泌 される報告はない。さらに、ORF6と ホモ ロジーの高 いシャペロンタ ンパ ク質
の報告 も同様 にない ことか ら、ORF6に おけるXyn1の 分泌 を解明す る ことは新 しいタ ンパ ク質
の分泌機構 に繋 がる可能性がある。一方、今後xy所 、xγη3お よびxγ η5の 発現の タイ ミング も同
時に解析す るこ とによ り、今回見出 したORF6の 生理的意義 についてまで理解 できるもの と考 え
られ る。
要 約
1.ρaeπ めac〃〃ssp.W」61Xyn1を 大 腸 菌 に お い て 発 現 、 精 製 したrXyn1のxylanasel
transglcosyla価on反 応様式をFACE法 によ り解析す ることによ り、本酵素 のサ ブサイ ト数(一3
旬+3)お よびX2以 上の単位 でのtransglycosyl訓on反 応機構を明 らかに した。
2.xyη7周 辺領域 の解析 によ り、新 たに7つ のORFを 見出 し、xy"7が ヘ ミセル ロース分解 ・取
り込み系の遺伝子 クラスター を形成 していることを鴫 らかに した。
3.xyη7の す ぐ下流にオペ ロンを形成す るよ うに存在す る α俗 を見出 し、大腸菌においてxyη プと
αf6を 共発現 させ ることによ り可溶性 の活性 型rXyn1が 生pる ことを明 らかに した。さ らに、
Paeη めac〃ussp.W」61に お いてo〃6破 壊株 およびその相補株 を作製 し、細胞膜 に局在 す る
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論 文 審 査 結 果 要 旨
β一1,4-D一 キシ ラ ンは代表 的 なヘ ミセル ロー スで あ り,D一 キ シ ロー スが β(1一 ・4)結 合 して 主鎖
を形成 し,側 鎖 としてL一 ア ラビノー ス,4-0一 メチル グル ク ロン酸 な どが ランダムに結 合 した構 造の
多糖 である。キシ ランはわが国 にお ける主 要バイ オマス資源 の稲 わ らや もみ が らに豊:富に含まれ る。
β一1,4一キシ ラナーゼは このキシ ランを加水 分解 し,機 能性食:品な どに利用 され る付加価値 の高いキシ
ロオ リゴ糖 を生産す る有用酵 素であ る。 当研究 室Dungに よ り単離 され た 勘8励oc'1伽sp.W-61は,
菌体外 に分子量 とキシラン分解 の諸性質 の異な る5つ の β一1,4一キシ ラナーゼ(Xyn1,2,3,4お よび5)
を産生す る。本 博士論文 では,こ れ らのキシ ラナーゼ の うち最 も低分子量 のXynlに 着 目して研究 を
行 った。
分子量22kのXyn1は,糖 質 加水 分解 フ ァ ミリー11に 属 し,非 常 に強い糖転 移活性 を有す るこ と
が特徴 で ある。 しか し,そ の詳 細 な反 応機構 の解 明は な されて いなか った。そ こで,大 腸菌 を宿主
と して発 現 させ た リコン ビナ ン トXynlを 用い,様 々 な重 合度 のキ シ ロオ リゴ糖 に作用 させ,FACE
(伽orophore-assisitedcarbohydrateelectrophoresis)法 を導入す るこ とによ りその反応 産物 の重合度,量
比を経 時的に解析す ることに成功 した。 その結果,Xyn1の 有 効サブサイ ト数 は6(一3～+3)で あ り,
キシ ロビオー ス以上 の単位 でtransglycosyladon反 応 を行 っている ことを明 らか とした。
ηη1は,当 研究室 のDungに よ り64kbpの 断片 として ク ロー ニ ング され たが,様 々な周 辺領 域 をも
つ ηη1サ ブ クロー ンをRBB一 キシ ランを含むLB培 地 で培養 した際,コ ロニーの周囲 に形成 され るハ
ロの大 き さに違 いがあ るこ とを見 出 した。そ こで,剛 η1周辺領域約6.4kbpの 塩基配列 を完全に決定 し,
さらにinversePCRに よ りηπ1周辺領域約12kbpの 塩基配列 を決定 した。その結果,6つ のヘ ミセル ロー
ス分解 ・取 り込みに関与す るoげ(oが1,2,3,4,7お よび8)を 見出 し,卿1周 辺領 域におけ るヘ ミ
セル ロース分解 ・資化 に関す る遺伝 子 クラスター の構造 を明 らかに した。一方,剛 η1のす ぐ下流 に,
推定 リポタンパ ク質 を コー ドす る と考 え られ るoげ(oが6)を 見出 した。
oヴ6の 存在 は 卿1サ ブク ロー ンがRBB一 キシランプ レー ト上 に大 きなハ ロを形成 した原 因であ ると
考 え られた。糖質加 水分解酵 素やABCト ラ ンスポー ターな どの多糖 分解 や糖 の輸送 に関与す るタ ン
パ ク質 とは相 同性 をもたず,N末 端側 に推定 シグナル配列 お よびその推定切断位置 に リポ タンパ ク質
特有 の リポボ ックス の存在 が認 め られ,リ ポタ ンパ ク質 として機能 してい るこ とが予想 され た。大腸
菌お よび 勘8η肋c∫〃κ∫sp.W-61に おいてORF6の 機能お よび局在 を解析 した結果, 、細胞 膜 に局在す る
ORF6は,Xyn1が 歯体外 に分泌 され る際 に本来 の可溶性 活性型Xyn1形 成 を助 けるシ ャペ ロン様 タン
パ ク質 であるこ とが強 く示唆 された。
以上 の よ うに本研 究 は,勘 θη加cfZ1κ∫sp.W-61の 産生す るキシラナーゼXyn1の 特徴,xyn1の 周辺
領域の遺伝 子構造,お よびXyn1の 活性発現 に関与す る新規 タンパ ク質の機能 を解 明 したもので あ り,
審査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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